INTRODUÇÃO
==========

Nos dias atuais, a carência de tempo, jornada de trabalho excessiva e estresse têm levado os indivíduos a realizar sessões curtas de exercícios (5--25 minutos). A intensidade, duração e freqüência do exercício, assim como níveis individuais de aptidão física, são importantes fatores na determinação da resposta imune em relação ao esforço físico ([@b14-ijes_01_02_71a]). O exercício pode estimular ou reduzir a função imune. Macrófagos e monócitos são componentes importantes do sistema imune inato sendo rapidamente ativados frente a uma infecção. Macrófagos fagocitam microorganismos, eliminando alguns destes e apresentam os antígenos aos linfócitos. A imunossupressão dessas funções potencialmente expõe o organismo aos antígenos, resultando em complexas doenças ([@b1-ijes_01_02_71a]). O exercício regular realizado em intensidade moderada esta associado com aumento da resistência imune contra infecções ([@b12-ijes_01_02_71a]). Por outro lado, o exercício extenuante, tem sido associado com transitória supressão imune, potencialmente aumentando à susceptibilidade as infecções ([@b14-ijes_01_02_71a]), especialmente infecções da vias respiratórias superiores ([@b6-ijes_01_02_71a], [@b7-ijes_01_02_71a]).

Glicocorticóides e catecolaminas são liberadas durante o exercício e estimulam a quimiotaxia, adesão, fagocitose e apresentação dos antígenos pelos leucócitos ([@b22-ijes_01_02_71a], [@b8-ijes_01_02_71a], [@b21-ijes_01_02_71a]). A prolactina, hormônios tireoidianos, hormônio do crescimento (GH) e endorfinas contribuem para a fagocitose, frente ao estresse induzido pelo exercício ([@b17-ijes_01_02_71a]). Os hormônios do estresse, especialmente os glicocoticóides, liberados durante o exercício exaustivo são imunossupressores para os linfócitos. Frente a essa situação, a fagocitose e outros mecanismos da imunidade inata, são estimulados e podem compensar a supressão da atividade linfocitária ([@b17-ijes_01_02_71a]). O exercício exaustivo tem mostrado melhorar ou suprimir certas funções dos macrófagos; parece que o efeito modulatório do exercício nos monócitos e macrófagos é dependente dos parâmetros que são avaliados, origem dos macrófagos teciduais, assim como intensidade e duração do exercício ([@b22-ijes_01_02_71a]). Contudo, as informações existentes com respeito a breves períodos de exercícios agudos sobre os monócitos e função dos macrófagos são escassas. Foi hipotetizado que um exercício de curta duração (cinco a quinze minutos) poderia aumentar o número dos monócitos; função e morfologia dos macrófagos em decorrência do estresse imunomodulatório imposto por uma sessão aguda de exercício.

O entendimento do papel que o exercício desempenha nas funções do sistema imune é importante para capacitar os profissionais da fisiologia do exercício na recomendação ou não do exercício para indivíduos com disfunção ou depressão do sistema imune. Foi utilizado um modelo animal devido a este ser uma população mais homogênea e as variáveis externas serem mais facilmente controladas. O objetivo o estudo foi investigar o efeito do exercício agudo, realizado em intensidade leve e moderada sobre a histofisiologia de macrófagos e monócitos de ratos.

MÉTODO
======

Animais
-------

Todo o experimento foi conduzido de acordo com as recomendações do Colégio Americano de Medicina do Esporte para o Trabalho com Animais Experimentais e foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de São Carlos. Foram usados ratos Wistar com dois meses de idade (*Rattus novergicus var.* albinus, Rodentia, Mammalia) com peso médio de 190--210g. Os animais tiveram livre acesso a água e ração comercial para roedores (Labina, Purina, Campinas, SP, Brasil). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola) a uma temperatura constante de 23(± 2)°C e ciclo claro/escuro de 12 horas, com luz das 06:00h às 18:00h (os animais estavam livres de patógenos). Antes de iniciar os experimentos, os animais passaram por 48 horas de adaptação as condições do laboratório.

Grupos experimentais
--------------------

Os animais foram divididos em sete grupos (N = 6 cada grupo): um grupo controle sedentário (C); grupos exercitados na intensidade leve por 5 (5L), 10 (10L) e 15 minutos (15L), e grupos exercitados na intensidade moderada por 5 (5M), 10 (10M) e 15 minutos (15M). Os grupos exercitados realizaram apenas uma sessão de exercício agudo.

Exercício físico
----------------

O exercício físico escolhido foi a natação, realizada entre 14.00h e 17.00h em um tanque mantido a temperatura de 30(±2)°C. Os grupos exercitados em intensidade leve não transportaram cargas adicionais. Na intensidade moderada os animais transportaram uma carga correspondente a 5% do peso corporal dos mesmos em seus respectivos dorsos, correspondendo a uma intensidade abaixo do ponto de inflexão da curva do limiar do lactato ([@b9-ijes_01_02_71a]). Os animais foram sacrificados imediatamente após o final do exercício e o sangue e macrófagos foram coletados. As análises foram realizadas após este procedimento, no mesmo dia.

Concentração circulante total de leucócitos e monócitos
-------------------------------------------------------

Amostras sangüíneas foram coletadas em tubos com EDTA e armazenadas no freezer para análise das variáveis sangüíneas. O número total de leucócitos foi obtido com solução de TURKEY (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) e a contagem foi realizada na câmara de Neubauer. A concentração circulante de monócitos foi mensurada através do microscópio óptico utilizando esfregaço sangüíneo corado com Giemsa-May-Grünwald (Sigma, St. Louis, MO, USA) ([@b2-ijes_01_02_71a]).

Contagem total e capacidade fagocitária de macrófagos peritoneais
-----------------------------------------------------------------

A cavidade peritoneal foi lavada com 10mL de PBS (pH 7,4 e 4°C) para remover macrófagos residentes. As células foram contadas na Câmara de Neubauer com o corante Triplan Blue (Sigma, St. Louis, MO, USA). Um cálculo foi utilizado para obter uma alíquota da solução em diluições de 2,0 x 10^6^ células/mL. A esta alíquota, os seguintes componentes foram adicionados: 50μL de Zymosan sérico de ratos opsonizado (Sigma, St. Louis, MO, USA), 100μL de glicose 56mM (Sigma, St. Louis, MO, USA), 200μL de albumina (Sigma, St. Louis, MO, USA), e PBS para completar 1mL. A solução foi incubada a 37ºC durante 40 minutos com agitação leve, e 100 células foram analisadas em microscopia de luz usando colorante Trypan Blue. Quando três partículas de Zymosan eram fagocitadas pelo macrófago, a célula era considerada com capacidade fagocitária aumentada ([Figura 1](#f1-ijes_01_02_71a){ref-type="fig"}) ([@b19-ijes_01_02_71a]).

Análise morfométrica
--------------------

Os monócitos sangüíneos foram analisados por microscopia de luz usando esfregaço sangüíneo corado com May-Grünwald e Giemsa (Sigma, St. Louis, MO, USA). A partir de 20 monócitos retirados de cada animal, as áreas celulares e nucleares foram obtidas por meio da aplicação de um sistema de análise de imagens Pro Plus Version 4.0 para Windows.

Análise estatística
-------------------

Os dados são apresentados como média ± EPM (erro padrão da média). A normalidade e distribuição de todos os parâmetros foram conferidas com o teste Kolmogorov-Smirnov. As diferenças foram analisadas por meio da análise de variância two-way (ANOVA) considerando como fatores intervenientes a duração e intensidade do exercício seguido pelo teste de Tukey post hoc. Um nível de significância de p \<0,05 foi usado em todas as comparações (duração do exercício com o controle e entre grupos e intensidade do exercício com o controle e entre os grupos). O software utilizado foi o SPSS, plataforma Windows, versão 10.0.

RESULTADOS
==========

Foi observado aumento significativo nos leucócitos totais para os grupos exercitados quando comparados com o grupo controle; aumento nos leucócitos totais no grupo 5M em comparação ao grupo 5L (44%). Foi observado aumento nos monócitos circulantes para os grupos exercitados em intensidade leve e para o grupo 5M, em comparação com o controle. Houve diminuição nos monócitos nos grupos 10M (60%) e 15M (45%) quando comparados respectivamente, com os grupos 10L e 15L ([Tabela 1](#t1-ijes_01_02_71a){ref-type="table"}).

Houve aumento significativo nos macrófagos peritoneais para os grupos exercitados 15L, 10M e 15M, respectivamente de 26%, 22% e 48%; o grupo 5M apresentou diminuição (23%) quando comparado com o controle. Na comparação entre os grupos, uma diminuição nos macrófagos peritoneais foi observada para o grupo 5M (25%); aumento para os grupos 10M (25%) e 15M (18%) quando comparados respectivamente, com os grupos 5L, 10L e 15L ([Tabela 1](#t1-ijes_01_02_71a){ref-type="table"}).

Os grupos exercitados na intensidade leve e grupo 10M apresentaram aumento na capacidade fagocitária dos macrófagos peritoneais quando comparados com o grupo controle. Uma diminuição na capacidade fagocitária dos macrófagos peritoneais foi observada para os grupos 5M (6%) e 15M (7%) em comparação respectivamente, com os grupos 5L e 15L ([Tabela 1](#t1-ijes_01_02_71a){ref-type="table"}).

Os grupos 5L, 10L, 5M e 10M apresentaram um aumento na área celular dos monócitos (12%, 9%, 15% e 19%, respectivamente) quando comparados com o controle. Foi observado aumento significativo na área nuclear dos monócitos para os grupos 10L (15%), 5M (37%) e 10M (18%) em comparação com o controle. O grupo 5M apresentou aumento na área nuclear (23%) em comparação com o grupo 5L ([Figura 2](#f2-ijes_01_02_71a){ref-type="fig"}).

DISCUSSÃO
=========

Em paralelo com a comum leucocitose, os achados para o exercício de intensidade leve foram: principalmente um aumento nos monócitos circulantes e fagocitose de macrófagos peritoneais observados para qualquer duração frente às sessões de exercícios de curtos períodos. Por outro lado, para os exercícios de curta duração na intensidade moderada, o principal achado foi o aumento no numero de macrófagos peritoneais para dez e quinze minutos e uma aumentada fagocitose para dez minutos de exercício. Com relação aos monócitos circulantes um quadro de aumento agudo no núcleo e /ou morfometria celular foi observado nas sessões de exercícios de cinco e dez minutos, desaparecendo em 15 minutos de execício, independente da intensidade do mesmo.

A leucocitose é provocada pela contração do baço e outros órgãos linfáticos secundários, em adição a modulação do aumento das catecolaminas plasmáticas na migração e atividade das células imunes. Esse mecanismo induz uma alteração na interação entre as células e o endotélio, promovendo uma rápida desmarginação dos leucócitos durante o exercício ([@b11-ijes_01_02_71a], [@b13-ijes_01_02_71a]). No presente estudo, um significativo aumento nos leucócitos totais foi observado nos grupos exercitados na intensidade leve e moderada.

O exercício moderado aumenta a expressão das moléculas de adesão nos monócitos e induz uma migração trans-endotelial induzida pela lipoproteína de baixa densidade oxidada (ox-LDL) ([@b21-ijes_01_02_71a]). Contudo, o exercício realizado em alta intensidade promove uma regulação negativa na migração trans-endotelial ([@b20-ijes_01_02_71a]). Esse mecanismo, parcialmente pode ser responsável pelo aumento observado nos macrófagos peritoneais nos grupos 15L, 10M e 15M. Nesse caso, os monócitos poderiam ser estimulados para migrar através do endotélio; a migração desses monócitos pode culminar na infiltração para dentro do peritônio. Conseqüentemente, o aumento nos hormônios tireoidianos induzido pelo exercício, estimula a quimiotaxia dos macrófagos ([@b16-ijes_01_02_71a]) e também baixos níveis de noradrenalina modulam a quimiotaxia dos macrófagos mediado pelos receptores β-adrenérgicos ([@b8-ijes_01_02_71a]). Em adição, a β-endorfina melhora a quimiotaxia dos monócitos e macrófagos ([@b10-ijes_01_02_71a]).

Os monócitos situados no pool marginal produzem TNF-α e outras citocinas pró-inflamatórias que coordenam as funções celulares imunes específicas e inatas, incluindo interações com as células endoteliais, expressão diferenciada de moléculas efetoras sobre a superfície celular, crescimento e diferenciação ([@b13-ijes_01_02_71a]). Adicionalmente, essas células são rapidamente e seletivamente mobilizadas para a circulação central, à medida que o exercício induz aumentos nas catecolaminas ([@b18-ijes_01_02_71a]). No presente estudo, esse aumento nos monócitos circulantes foi observado depois do exercício realizado na intensidade leve e em 5 minutos de exercício realizado na intensidade moderada. Embora os níveis de catecolaminas não tenham sido medidos, o aumento nesses hormônios é uma alteração clássica observada nos primeiros minutos de exercício físico. Com 10 e 15 minutos de exercício em intensidade moderada, os monócitos circulantes não se alteraram comparado com o grupo controle sedentário, mas os valores dos monócitos estavam reduzidos comparados com o grupo de mesma duração na intensidade leve. Nenhum estudo prévio avaliou essa duração de exercício e nenhum mecanismo foi proposto na literatura. Contudo, uma possível explicação pode ser uma alta migração dos monócitos circulantes para o tecido peritoneal. Isso pode explicar as observações quanto aos monócitos peritoneais, nos quais, os grupos 10 e 15 minutos em intensidade moderada apresentaram valores teciduais mais elevados em comparação com os grupos de intensidade leve.

Essas são possíveis explicações para o aumento nos monócitos circulantes observadas no presente estudo e para o aumento na área celular e nuclear nesses monócitos verificada durante os primeiros 5 e 10 minutos de exercício, realizado na intensidade leve e moderada. Essa resposta ao exercício promove uma seletiva mobilização dos monócitos do pool marginal e podem induzir alterações morfológicas. Contudo, com relação às alterações morfológicas, é difícil estabelecer o exato mecanismo responsável pelas alterações observadas e os estudos são escassos.

É importante mencionar que o presente estudo apresenta limitações, por exemplo, somente os monócitos e macrófagos teciduais peritoneais foram contados. Para futuras investigações, os monócitos ativados e macrófagos peritoneais poderiam ser medidos através da técnica de citômetro de fluxo, de tal modo que, as alterações induzidas por exercícios de curta duração podem trazer mais importantes perspectivas clínicas.

Em humanos, o exercício realizado na intensidade moderada e por uma duração de 3 horas induzirá aumento na concentração plasmática de IL-1β, IL-6 e TNF-α; Contudo, a expressão gênica e RNAm dessas proteínas não se alteraram nos monócitos do sangue. Dessa forma, foi sugerido que células intra-teciduais ativadas, assim como macrófagos, poderiam ser as responsáveis pelo aumento nas citocinas sistêmicas ([@b13-ijes_01_02_71a]).

A secreção dessas citocinas pode contribuir para a alteração na área celular e nuclear dos monócitos. O exercício aumenta a concentração plasmática de várias substâncias: β-endorfinas, glicocoticóides, catecolaminas, prolactina e hormônios tireoidianos. Macrófagos e monócitos apresentam receptores de superfícies para essas moléculas ([@b17-ijes_01_02_71a]). Nos monócitos, a síntese e expressão desses receptores podem ser reguladas positivamente, como verificado pelo aumento nas moléculas de adesão ([@b21-ijes_01_02_71a]) e síntese de β-endorfina ([@b3-ijes_01_02_71a]), mediada pelo exercício. Conseqüentemente, esses fatores promovem alterações na área celular e nuclear dos monócitos.

O aumento na fagocitose dos macrófagos teciduais pode ser correlacionado com aumentos nos níveis de corticosterona depois do exercício extenuante ([@b4-ijes_01_02_71a], [@b5-ijes_01_02_71a]). A noradrenalina, em sinergia com o seu metabólito final 4-hidroxi-3-metoxifenilglicol (HMPG), modulam o processo fagocitário dos macrófagos mediado pela estimulação dos adrenoreceptores α e β ([@b8-ijes_01_02_71a]). O aumento nas concentrações plasmáticas de prolactina induzido pelo exercício estimula a quimiotaxia, fagocitose e atividade microbicida dos fagócitos ([@b15-ijes_01_02_71a]). Os protocolos de exercícios (intensidade e duração) utilizados nos estudos acima são potencialmente diferentes do exercício realizado no presente estudo (curtos períodos), embora um aumento na capacidade fagocitária dos macrófagos peritoneais tenha sido observado; o exato mecanismo ainda precisa ser demonstrado.

Altas concentrações de hormônios tireoidianos e β-endorfinas, secretados durante o exercício também modulam a quimiotaxia e fagocitose dos macrófagos ([@b10-ijes_01_02_71a], [@b5-ijes_01_02_71a], [@b16-ijes_01_02_71a]).

Os principais achados do presente estudo foram às alterações morfológicas e funcionais nos monócitos, por intermédio do aumento na área celular e nuclear e um aumento na capacidade fagocitária depois de curtos períodos de exercício. Existe uma escassez de estudos que avaliaram essas respostas agudas após 5, 10 e 15 minutos de exercício. A alteração na morfometria celular depois do exercício agudo pode trazer novas perspectivas de investigações, indicando um campo de pesquisa para ser explorado dentro da imunologia do exercício. O exercício realizado com curta duração pode estimular a função dos monócitos. Porém, as conseqüências dessas alterações agudas precisam ser investigadas sobre uma perspectiva crônica. A soma dessas respostas agudas observadas nesse estudo pode exercer um efeito protetor contra doenças, podendo ser utilizadas para melhora da saúde e qualidade de vida ([@b14-ijes_01_02_71a]). Baseados nos resultados do presente estudo, pode-se concluir que o exercício de curta duração, de intensidade leve e moderada pode ser interessante para iniciar um programa de atividade física para indivíduos sedentários, já que nenhuma alteração deletéria foi observada na função dos monócitos.

![Fotomicrografia de macrófagos peritoneais (M), preparação total corada com Trypan Blue. As estruturas densas observadas nos citoplasmas das células são partículas fagocitadas de Zymosan (seta). Ao redor destas células estão várias partículas de Zymosan indicadas pelas setas brancas grossas.](ijes_01_02_71af1){#f1-ijes_01_02_71a}

![Morfometria celular e nuclear dos monócitos circulantes. Valores são expressos por área em μm^2^ média ± EPM. C, grupo controle; 5L, 5 minutos de exercício na intensidade leve; 10L, 10 minutos de exercício na intensidade leve; 15L, 15 minutos de exercício na intensidade leve; 5M, 5 minutos de exercício na intensidade moderada; 10M, 10 minutos de exercício na intensidade moderada; 15M, 15 minutos de exercício na intensidade moderada. \*Diferença significativa quando comparado com o grupo controle. ^\#^Diferença significativa entre grupos exercitados na mesma duração (p ≤0,05).](ijes_01_02_71af2){#f2-ijes_01_02_71a}

###### 

Concentração circulante de leucócitos, monócitos e macrófagos peritoneais, e capacidade fagocitária de macrófagos para os grupos controle e grupos exercitados por 5, 10 e 15 minutos nas intensidades leve e moderada.

  Grupo     Total leucócitos circulantes × 10^6^                                                                        Total monócitos circulantes × 10^6^                          Total macrófagos peritoneais × 10^6^                                                                         Fagocitose (%)
  --------- ----------------------------------------------------------------------------------------------------------- ------------------------------------------------------------ ------------------------------------------------------------------------------------------------------------ ------------------------------------------------------------
  **C**     4,12 ± 0,17                                                                                                 1,53 ± 0,3                                                   14,08 ± 0,57                                                                                                 74,8 ± 0,74
  **5L**    8,70 ± 1,07[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}                                                  5,03 ± 0,71[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}   14,47 ± 0,4                                                                                                  79,8 ± 0,49[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}
  **10L**   11,53 ± 1,09[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}                                                 7,36 ± 0,91[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}   13,73 ± 0,13                                                                                                 78,8 ± 0,8[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}
  **15L**   9,50 ± 0,92[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}                                                  6,35 ± 0,6[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}    17,77 ± 0,5[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}                                                   83 ± 0,45[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}
  **5M**    12,56 ± 0,9[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}[\#](#tfn3-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}   5,24 ± 0,3[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}    10,80 ± 0,54[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}[\#](#tfn3-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}   75 ± 0,63[\#](#tfn3-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}
  **10M**   9,17 ± 0,6[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}                                                   2,90 ± 0,24[\#](#tfn3-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}   17,20 ± 0,35[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}[\#](#tfn3-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}   79,6 ± 0,68[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}
  **15M**   11,61 ± 0,61[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}                                                 3,45 ± 0,69[\#](#tfn3-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}   20,91 ± 0,56[\*](#tfn2-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}[\#](#tfn3-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}   77,4 ± 0,75[\#](#tfn3-ijes_01_02_71a){ref-type="table-fn"}

Valores são média ± EPM. C, grupo controle; 5L, 5 minutos de exercício na intensidade leve; 10L, 10 minutos de exercício na intensidade leve; 15L, 15 minutos de exercício na intensidade leve; 5M, 5 minutos de exercício na intensidade moderada; 10M, 10 minutos de exercício na intensidade moderada; 15M, 15 minutos de exercício na intensidade moderada.

Diferença significativa quando comparado com o grupo controle.

Diferença significativa entre grupos exercitados na mesma duração (*p* ≤0,05).

[^1]: Denota autor aluno de graduação

[^2]: denota autor profissional
